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RESUMO

Neste estudo, sangue de fémeas, cascas de ovos e sedimento do ninho de tartarugas
Eretmochelys imbricata coletados durante o periodo reprodutivo, foram analisados por
Fluorescéncia de Raios X para determinar a presenca e as concentra¢des de Ni, Co, Cu,
Hg, Pb e Cr e sua possiveis interferéncias em alguns aspectos reprodutivos. Todos os
elementos foram detectados em baixas concentragbes. O Ni foi o elemento encontrado em
maiores concentracfes nas trés matrizes; enquanto o Hg foi encontrado em menores
concentracdes. As analises demonstraram relagédo positiva (p<0,05) entre 0 nimero de ovos
gue nao eclodiram e a concentracdo de Cu e Pb no sangue. No entanto, os metais ndo
tiveram influéncia na producdo dos ovos nem na mortalidade dos neonatos; tampouco
houve relacdo direta na transferéncia materna para as cascas. Assim, metais pesados
podem ter alguma influéncia na reproducdo da espécie, mesmo em baixas concentracdes.
Em concentracdes maiores, estes poluentes podem ser importantes limitantes da

reproducdo de tartarugas marinhas.

Palavras-Chave: Conservacéo, elementos tracos, poluicdo marinha, tartaruga de pente.
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ABSTRACT

In this study, blood, egg shells, and nest sediments of sea turtles Eretmochelys imbricate,
collected during reproductive period, were analyzed by X- Ray fluorescence to determine the
presence and concentrations of Ni, Co, Cu, Hg, Pb and Cr and their possible interference in
some reproductive data. All elements were detected in low concentrations. Ni has been
found in higher concentrations in three matrices; while Hg was found in lower concentrations.
Our analyses demonstrated significant relationship (p < 0,05) between the unhatched eggs
and blood concentrations of Cu and Pb. However, the metals did not have influence on egg
production nor on newborn mortality; furthermore, no evidence of transference from mother
to eggshells was found. Thus, heavy metals may have some influence on the reproduction of
Eretmochelys imbricata, even at low concentrations. In higher concentrations, these

pollutants may have important influence in reproduction of sea turtles.

Keywords: Conservation, trace elements, marine pollution, hawksbill turtle.



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

Os oceanos e 0s mares representam ecossistemas com grande biodiversidade ao
mesmo tempo em que funcionam como compartimentos de uma grande variedade de
contaminantes desenvolvidos pela atividade humana (MOELLER; REEH, 2003). Grande
parte dos poluentes no ambiente marinho é descarregada por atividades agricolas e
industriais (CLARK, 2001). Dentre estes poluentes, os metais pesados estdo entre 0s mais
importantes, depositando-se no solo, na agua de rios e lagos e no mar em quantidades
significativas (CELIK et al., 2006); no ambiente marinho, pode se acumular nas é&reas
costeiras, na coluna de 4gua e no substrato marinho (KRAAL et al., 1995).

Recentemente, diversos estudos relatam que a poluicdo marinha, desencadeada
pela emissdo aos mares de poluentes como metais pesados, compostos organoclorados e
outras substancias poluidoras, é crescente e representa preocupacao por desempenhar um
importante papel no declinio da populagdo das tartarugas marinhas (CARR, 1987;
HUTCHINSON; SIMMONDS, 1991; BJORNDAL et al., 1994; SAKAI et al., 2000; ANAN et
al., 2002). As tartarugas marinhas s&8o animais amplamente distribuidos nos oceanos,
apresentam vida longa, forrageira alimentando-se principalmente de algas, esponjas e
crustaceos. Durante seu ciclo reprodutivo, percorrem 0s oceanos até chegarem a praia onde
nasceram para depositarem seus ovos (LOHMANN et al., 1997).

Uma das espécies de tartarugas marinhas importantes na costa brasileira € a
Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766), conhecida popularmente como tartaruga de pente.
Pesa em média 150 kg, possui cabeca relativamente pequena e bico reto, (PRITCHARD;
MORTIMER, 1999). E considerada uma espécie onivora, se alimentando em areas recifais,
consumindo principalmente algas e esponjas (PRITCHARD, 1983; MARCOVALDI,
MARCOVALDI, 1985). No Brasil, as desovas ocorrem em maiores quantidades no litoral
norte dos estados da Bahia e Sergipe e no litoral sul do Rio Grande do Norte
(MARCOVALDI et al., 2011), mas em algumas outras areas ja foram registradas em
menores quantidades como em Pernambuco (MOURA et al., 2012; SIMOES, et al., 2014).

Atualmente a espécie E. imbricata é classificada como “criticamente em perigo” de
extincdo pela International Union for Conservation of Nature - [IUCN (2016). Varios fatores

vém contribuindo para a reducdo da populacdo: acdo antrOpica nas praias, a captura



acidental nas pescas costeiras, poluicdo marinha, fotopoluicdo, trafego de veiculos e
ocupacéo da orla por construgdes de imoveis (MARCOVALDI et al., 2011).

Por sua vez, como forma de poluicdo marinha, a emissao de metais pesados nos rios
e mares pode estar relacionada a um declinio na populacdo desses animais. Kampalath et
al. (2006) mostraram, por exemplo, que o mercurio pode afetar a sobrevivéncia e a
reproducdo das tartarugas marinhas, e sugerem que a ampla distribuicdo geografica dos
animais pode favorecer a exposi¢do. Os metais pesados podem prejudicar o forrageamento,
aumentando a taxa de mortalidade e causar altera¢des na reproducéo (RUSELL et al., 1999;
MARCO et al., 2004); podem também desencadear danos no crescimento de filhotes em
estagios iniciais da vida, fase na qual apresentam maior sensibilidade aos contaminantes
guimicos; e podem ser transferidos da tartaruga fémea para os ovos ao longo do ciclo
reprodutivo, prejudicando o sucesso de eclosdo dos ovos que sdo depositados nas praias
de nidificacdo (GUIRLET; DAS; GIRONDOT, 2008).

Tartarugas marinhas séo consideradas bioindicadores dos impactos ao ecossistema
marinho devido a sua forte capacidade de bioacumulacdo de poluentes aquéticos durante
sua migracdo pelos oceanos e por se alimentarem de diferentes niveis tréficos
(KAMPALATH et al., 2006). Pouco se sabe a respeito da presenca de metais pesados em
individuos e cascas de ovos de tartarugas marinhas vivas, tendo em vista que os trabalhos
estdo limitados a andlise do acumulo de metais pesados em tecidos e/ou 6rgaos de outras
espécies de tartarugas marinhas encontradas mortas (DAVENPORT; WRENCH, 1990;
DAVENPORT et al., 1990; AGUIRRE et al., 1994; PAEZ-OSUNA et al., 2010; MOURA et al.,
2012). Diante disso o conhecimento dos efeitos destes poluentes na saude e reproducao
destes animais, bem como a informacéo do grau de poluicdo dos ambientes marinhos pode
desencadear o surgimento de estratégias conservacionistas para esses quelénios marinhos

ameacados de extincao.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Determinar os teores dos metais pesados niquel (Ni), cobalto (Co), cobre (Cu),
mercurio (Hg), chumbo (Pb) e cromo (Cr) e seus possiveis efeitos na reproducao de fémeas
de tartarugas marinhas da espécie Eretmochelys imbricata que desovam no litoral do
municipio do Ipojuca, Pernambuco, Brasil.

1.2.2. Objetivos especificos

. Verificar, através da técnica de Fluorescéncia de Raios X (XRF), a presenca e a
concentracao de Ni, Co, Cu, Hg, Pb e Cr no sangue das fémeas, no sedimento do ninho e
em fragmentos de cascas de ovos;

. Avaliar a possibilidade da transferéncia materna de metais pesados para 0s ovos
durante o ciclo reprodutivo das fémeas;

. Verificar a possibilidade de contaminacdo dos ovos por metais através do sedimento
em que estes foram incubados;

. Testar se a bioacumulacdo dos metais pesados esta relacionada ao comprimento
curvilineo da carapaca e a largura curvilinea da carapaca das fémeas;

. Analisar se h4 uma relacao entre o sucesso de eclosdo, o niumero total de ovos, o
namero de natimortos, o nimero de filhotes vivos e o nimero de ovos ndo eclodidos com a

contaminacao por estes metais nas trés matrizes analisadas.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1. Biologia das Tartarugas Marinhas

As tartarugas sao répteis aquaticos que surgiram no periodo Tridssico a mais de 200
milhdes de anos, caracterizadas por possuirem uma carapaca ossificada e membros
adaptados a vida terrestre (GAFFNEY, 1990). As tartarugas marinhas possuem membros
modificados em nadadeiras (PRITCHARD, 1997), uma carapaca com um formato
hidrodinamico (WYNEKEN, 2001) e a presenca da glandula de sal, responsavel pelo
controle osmotico e idnico (LUTZ, 1997; POUGH et al., 2003). O ambiente terrestre & usado
apenas para nidificacdo (PRITCHARD, 1997; MARCOVALDI et al., 2011, MACEDO, 2012).

Tais animais pertencem as familias Dermochelydae (Dermochelys coriacea,
Linnaeus, 1758, popularmente conhecida como tartaruga de couro) e Cheloniidae com as
espécies Chelonia mydas, Linnaeus, 1758 (conhecida como tartaruga verde), Caretta
caretta, Linnaeus, 1758 (tartaruga cabecuda) Eretmochelys imbricata, Linnaeus, 1766 ( com
0 nome popular de tartaruga de pente) Lepidochelys olivacea, Eschsoltz, 1829 (a tartaruga
oliva) Lepidochelys kempii, Garman, 1880 (conhecida populamente como tartaruga de
kemp) e Natator depressus, Garman, 1880 (como nome comum de tartaruga australiana).
Ao longo do litoral brasileiro existem registros de cinco espécies de tartarugas marinhas: a
C. mydas; a C. caretta; a E. imbricata; a L. olivacea; e a D. coriacea (MARCOVALDI;
MARCOVALDI, 1999).

Segundo Lima e Troéng (2001), durante o seu ciclo de vida, as tartarugas marinhas
podem percorrer mais de 5.000 km entre as areas de alimentacdo e as areas de desova,
todo esse percurso acontece durante suas migracdes pelos oceanos de aguas tropicais,
subtropicais e temperadas (PLOTKIN, 2003; MACEDO, 2012). Tais migracbes s&o
complexas; estudos através de marcacfes e telemetrias mostram que esses animais
migram & procura de recursos alimentares e suas rotas variam de acordo com a variagao
espacial e temporal destes recursos (PLOTKIN, 2003; MARCOVALDI et al., 2011).

A tartaruga da espécie C. mydas apresenta uma carapaca Ossea coberta por
gueratina (PRITCHARD, 1997); alimenta-se de algas e plantas marinhas (BJORNDAL,
1985; BUGONI, 2003). A tartaruga C. caretta e a L. olivacea apresentam uma distribuic&o
circunglobal nos oceanos tropicais, subtropicais e temperados, sdo carnivoras, comendo
principalmente crustaceos e peixes (DODD, 1988; MARCOVALDI; MARCOVALDI 1999). A

D. coriacea é a maior tartaruga marinha; tem uma carapaca 6ssea formada por varios 0ssos



pequenos revestidos por gordura e sua dieta consiste em animais gelatinosos
(PRITCHARD, 1997; JAMES; HERMAN, 2001; WITT et al., 2007).

A espécie E. imbricata (Figura 1) semelhante as outras espécies de tartarugas
marinhas apresenta um ciclo de vida complexo, utilizando diferentes ambientes ao longo da

vida (SANTOS, 2008). E uma espécie de crescimento lento, maturacéo tardia, podendo

levar mais de vinte anos para alcancar a maturidade sexual (BJORNDAL, 2000; CHACON-
CHAVERRI, 2004).

Figura 1. Espécie Eretmochelys imbricata em Porto de Galinhas, litoral do Ipojuca/PE.

Fonte: Arquivo Ecoassociados, 2012.

Para Pritchard e Mortimer (2000), esse animal apresenta, quando adulto, uma
cabeca relativamente pequena com 12 cm de largura, caracterizada pela presenca de dois
pares de placas pré-frontais e trés pos-orbitais e tem um bico parecido com o de uma ave
(WYNEKEN, 2001). A carapaca, de coloracdo marrom, apresenta quatro pares de placas
cérneas laterais sobrepostas e ovais, com margem posterior serrilhada. A espécie destaca-
se por ser a Unica dentre as tartarugas marinhas que possui suas escamas imbricadas
(WYNEKEN, 2001). Pode chegar a 1 m de comprimento curvilineo da carapaga e pesa em
média 150 kg (PRITCHARD; MORTIMER, 1999).



Durante a sua fase reprodutiva, as fémeas dessa espécie podem colocar de 100 a
200 ovos (PILCHER; ALI, 1999), que s&o menores quando comparados com os das demais
espécies (MILLER et al., 2003). O periodo de incubac&o varia entre 45 e 60 dias (CHACON-
CHAVERRI, 2004) e ao longo da temporada reprodutiva, uma fémea desova de uma a oito
vezes (CHAN; LIEW, 1999; DOBBS et al, 1999) com intervalos que duram
aproximadamente 15 dias entre uma postura e outra (MORTIMER; BRESSON, 1999;
CHACON- CHAVERRI, 2004).

Essa espécie € considerada onivora, alimentando-se principalmente de algas
(Sargassum ssp.) quando filhotes e de esponjas na fase adulta (PRITCHARD, 1983;
MARCOVALDI; MARCOVALDI, 1985). As principais areas de alimentacdo no Brasil
localizam-se nas ilhas oceanicas do Arquipélago Fernando de Noronha-PE (SANCHES;
BELLINI, 1999) e do Atol das Rocas-RN (MARCOVALDI et al., 1998), existindo também
registros para os Abrolhos-BA, para o arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo-PE e para a
Ilha do Arvoredo-SC (REISSER et al., 2008; MARCOVALDI et al., 2011).

No Brasil, os principais locais onde ocorrem nidificac6es séo o litoral norte do estado
da Bahia e Sergipe (MARCOVALDI; MARCOVALDI, 1999) e no litoral sul do Rio Grande do
Norte (MARCOVALDI et al.,, 2011). Entretanto, sdo conhecidas areas com menores
concentracdes de desovas na Paraiba (MASCARENHAS et al., 2004), no Ceara, no Espirito
Santo (MARCOVALDI et al., 2007) e em Pernambuco (MOURA et al., 2012; SIMOES, et al.,
2014).

A tartaruga de pente, entre todas as tartarugas marinhas, é a que mais sofreu com a
exploracéo. Isso ocorreu principalmente pelo uso dos escudos de queratina que recobrem
sua osteoderme para artesanato, e também pelo consumo de sua carne e seus 0OvVOS
(MEYLAN, 1999). Segundo Limpus (1997), a utilizagdo mundial do seu casco ocasionou
uma reducao drastica da populacado, o que levou, em 1968, a tartaruga de pente a lista de
espécies ameagadas de extingdo da IUCN pela primeira vez.

Segundo a IUCN (2016), todas as espécies de tartarugas marinhas estédo
ameagadas de extingdo no Brasil e no mundo. Diversos fatores de origem antrdpica tém
contribuido para que esses animais estejam enquadrados em categorias de risco:
crescimento costeiro desordenado; degradacdo das areas de desova; predacdo dos ovos;
presenca de contaminantes como metais pesados e residuos solidos em altas
concentracdes nos mares e oceanos; atividades associadas com derramamento de 6leo e
gas; colisdbes com embarcacgdes; uso de explosivos nos mares e pesca com redes de arrasto
ou espinhel (WYNEKEN et al., 1988; LUTCAVAGE et al.,, 1996; HAMANN et al., 2010;
MACEDO et al., 2011; MACEDO et al., 2015).



1.3.2. Poluicdo Marinha por Metais Pesados

O grande declinio da diversidade biolégica ho mundo € originado das atividades do
homem. Nos oceanos, por exemplo, a vida é ameacada de diversas formas, como a
atividades pesqueiras, mudangas climéticas pelo aquecimento global, introdugcdo de
espécies exdticas e pelo despejo de poluentes como os metais pesados (DERRAIK, 2002).
A bioacumulacdo de poluentes quimicos em organismos marinhos é uma realidade
ocasionada pela poluicdo dos oceanos e tais elementos podem ser bioacumulados
diretamente da agua, ou biomagnificados através da cadeia alimentar (WALLNER-
KERSANACH; BIANCHINI, 2008).

Metais pesados compreendem o0s elementos quimicos com eletropositividade, sendo
bons condutores de calor e de eletricidade, o que os torna importantes para 0s seres
humanos em muitas atividades industriais, como por exemplo, na confeccéo de tintas, de
baterias automotivas, de antifingicos, de praguicidas, de conservantes de madeiras e de
farmacos (HUEZA; SANT'ANA; PALERMO-NETO, 2008). Metais como o chumbo, o
mercurio e 0 arsénio estdo causando problemas ambientais ao serem despejados
inadequadamente nos rios, mares e oceanos. Rea¢des com outros componentes quimicos
do meio formam substancias lipossoliveis que acabam, consequentemente, sendo
absorvidas pelos seres vivos (GUARATINI et al.,, 2008; HUEZA; SANT'ANA; PALERMO-
NETO, 2008).

A disponibilidade de metais pesados pode ter fontes naturais e fontes antrépicas. De
acordo com Thurman (1997), a disponibilidade natural desses elementos no ambiente
marinho é decorrente da acdo do intemperismo e da erosao sobre as rochas vulcéanicas,
lixiviacdo e carreamento do sedimento para 0 mar por meio da precipitacdo pluviométrica e
dos rios, e das movimentagfes das placas tectdnicas submarinas. Porém, segundo Islam e
Tanaka (2004), as agbes antrOpicas globais superam a emissdo natural de elementos
quimicos e as principais fontes de emissdo no ambiente marinho sdo a queima de
combustiveis fésseis, o descarte inadequado de residuos industriais, a producédo de ferro e
aco, a atividade de mineracédo e o trafego veicular. Tal biodisponibilidade e concentragcéo
desses metais, e outros elementos e seus compostos, pode apresentar toxicidade para
animais e plantas (ISLAM; TANAKA, 2004).

Bernardi et al. (2008) e Hueza et al. (2008) dizem que a principal fonte de
contaminacéo dos animais e do ser humano pelos metais pesados séo a ingestdo de agua e
de alimentos contaminados. A exposi¢do dos organismos marinhos aos metais pesados &

um problema sério, visto que, pode resultar em perda significativa dos indices zootécnicos,



tornando-se um problema de saude publica (SILVA, 2011). A contaminacdo por metais
pesados ainda pode desencadear mutaces, infec¢des virais, disfungBes enddcrinas e
imunodepressdo, chegando a ocasionar a morte do individuo, dependendo da dose
absorvida (WALLNER-KERSANACH; BIANCHINI, 2008; GARCIA-FERNANDEZ et al.,
2009). A interacdo dos metais pesados com os organismos pode ser classificada quanto a
abundéancia e toxicidade do composto, de acordo com Marques Janior et al. (2009) em nédo
criticos como o ferro (Fe), rubidio (Rb), estréncio (Sr), aluminio (Al); em toxicos, porém
muito insollveis ou raros, titanio (Ti), galio (Ga), hafnio (Hf) e lantanio (La); e os muitos
toxicos, cromo (Cr), cobalto (Co), ouro (Au), mercurio (Hg), niquel (Ni), cobre (Cu), chumbo
(Pb), zinco (Zn) e cadmio (Cd).

Esses elementos tdxicos podem ter efeitos nocivos no sistema reprodutivo, no
sistema imunoldgico, no sistema nervoso e podem alterar o comportamento dos organismos
atingidos. Esses efeitos sdo relatados ndo s6 em espécies terrestres, mas também em uma
variedade de mamiferos e aves marinhas (FRANSON, 1996; DE GUISE et al.,, 2003;
REIINDERS, 2003). A exposicdo a certos metais durante os estagios de desenvolvimento
dos animais pode ainda elevar a taxa de hormdnios tireoidais, esteroidais e adrenais,
ocasionando problemas diversos em relagdo a reproducdo e sobrevivéncia de populacdes
sensiveis (COLBORN, 2002).

De acordo com Santamarta (2001), o mercurio tem a sua absorcéo relacionada a
forma de contato com o animal. A absor¢cédo se da pelas vias oral, cutdnea e pulmonar; ao
chegar no interior das células, o mercurio pode ter efeitos mutagénicos e levar a divisdes
celulares incompletas. Além disso, alguns compostos como o metilmercirio, podem afetar o
sistema reprodutivo de varios animais, diminuindo a postura de ovos em tartarugas e aves,
por exemplo, além de aumentar a taxa de mortalidade de embribes e jovens
(SANTAMARTA, 2001).

O chumbo pode ser absorvido pelo organismo na forma de sais de chumbo e passa
a competir no organismo com o célcio, levando a alteracbes em processos celulares
dependentes do ion célcio, como os canais de calcio dependentes de voltagens, a ativacao
de processos enzimaticos, com efeitos no desenvolvimento embrionario, causando
anomalias (HUEZA; SANT'ANA; PALERMO-NETO, 2008). J4 a exposicdo a altas
concentracdes de cromo pode resultar em uma reducdo na taxa de crescimento e no
tamanho do corpo de organismos aquaticos, como também pode influenciar na taxa de
reproducéo e de sobrevivéncia dos seus descendentes (MASUTTI, 2004).

Os animais aquaticos, como o0s peixes, quando expostos a concentracfes elevadas

de cobre, podem apresentar anomalias corporais, no crescimento e um aumento na



mortalidade de embriées (HEATH, 1995; HANSEN et al., 2002). J& o cobalto apesar de ser
um elemento natural encontrado no meio ambiente e ser essencial para o desenvolvimento
de algumas algas, é muito toxico em quantidades elevadas e podem ser cancerigeno para
os seres vivos (BEYERSMANN; HARTWIG, 1992; NECHEV; STEFANOV; POPOQOV, 2006).

O niquel, assim como o cobalto é fundamental para as funcBes biologicas e de
muitas enzimas, mas também apresenta efeitos tdxicos aos organismos quando em
excesso. Em organismos marinhos, por exemplo, pode causar problemas de
osmorregulacao, retardamento no crescimento, diminuicdo de hemoglobinas e hematdcritos
(NUNES, 2012), enquanto que em humanos causa problemas respiratérios e
dermatoldgicos (MOORE, 1991).

1.3.3. Contaminacé&o de Metais Pesados em Tartarugas Marinhas

As tartarugas marinhas, por possuirem uma vida bastante longa e serem migratorias,
sdo consideradas excelentes bioindicadores ambientais, pois estdo grande parte do tempo
expostas a lugares contaminados (ANAN et al.,, 2001; SILVA, 2011). Elas foram alvo de
diversas pesquisas em alguns paises, como Turquia (KASKA; FURNESS, 2001), Japéao
(STORELLI; MARCOTROGIANO, 2003) ltalia (MAFFUCCI et al., 2005); México (PAEZ-
OSUNA et al., 2011) e Africa (CAMACHO et al., 2013). Estes trabalhos buscaram descrever
a associacdo de contaminantes quimicos e metais pesados com esses animais, bem como
0s impactos causados por tal interacao.

Alguns estudos relatam que a exposi¢cado de ovos de répteis a elementos como o
cadmio e o arsénio podem afetar o crescimento dos filhotes e as reprodugdes posteriores
(HOPKINS et al., 1999; BRASFIELD et al., 2004; MARCO et al., 2004), visto que, 0s ovos
desses animais, das aves e dos anfibios podem se contaminar através de transferéncia
materna durante o desenvolvimento do évulo (NAGLE et al., 2001; KUBOTA et al., 2002;
ROE et al., 2004; HOPKINS et al., 2006). Além disso, a literatura relata que a contaminacao
por metais pesados também pode favorecer o desenvolvimento de infec¢Bes virais nas
tartarugas marinhas, ocasionando o surgimento de tumores internos e externos, conhecidos
por fibropapilomatose (BALAZS; POOLEY, 1991; HERBST; KLEIN, 1995; GARCIA-
FERNANDE?Z et al., 2009).

Guirlet, Das e Girondot (2008), em seu trabalho na Guiana Francesa, descrevem a
transferéncia de elementos como o cobre (Cu), zinco (Zn), selénio (Se), cadmio (Cd),
chumbo (Pb) e o mercurio (Hg) da fémea de tartaruga de couro para os ovos, de modo
semelhante aos estudos realizados por Paez-Osuna et al. (2010) no México com tartaruga

oliva e Kaska e Furness (2001) com tartaruga cabecuda na Turquia. Guirlet, Das e Girondot
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(2008) destacam ainda que pode haver contaminacéo desses ovos pelo sedimento que os
circundam no ninho, pois os poros abertos das cascas permitem uma maior troca de gases
e de agua com o ambiente vizinho. Esse tipo de trabalho € escasso no Brasil, com apenas
alguns registros mais recentes como 0s de Soto et al. (2005), Barbiere (2009) e Macédo et
al. (2015).

Van de Merwe et al. (2010) destacam que, embora o0s elementos e os tecidos
analisados de tartarugas marinhas variem entre os trabalhos, os metais essenciais e toxicos
mais comumente investigados sao o zinco (Zn), o cobre (Cu), o caddmio (Cd), o mercuario
(Hg), o arsénio (As) e o chumbo (Pb) e os tecidos mais analisados séo figado, rim, musculo,
sangue e 0s ovos. Entretanto, para E. imbricata, os trabalhos publicados nas udltimas
décadas restringem-se a andlises de metais em figado, rim, misculo e ossos (SAKAI et al.,
2000; ANAN et al., 2001; FUJIHARA et al., 2003; GARDNER et al., 2006; MACEDO, et al.,
2015), sendo raros os estudos com sangue e ovos para a espécie, principalmente no litoral
brasileiro.

Para Anan et al. (2002), niveis de metais em tartarugas marinhas podem revelar uma
melhor imagem dos riscos para os humanos do que as medidas tomadas no ambiente fisico,
plantas ou invertebrados. Segundo Barbiere (2009), o potencial toxico da contaminag&o por
alguns elementos quimicos pode desencadear importante papel no decréscimo das
populacdes de tartarugas marinhas, destacando que os principais elementos que tém sido
monitorados sdo chumbo, mercuirio e cadmio (STORELLI et al., 2005).

Desta forma, a andlise de elementos quimicos, mesmo que identificados em
pequenas quantidades em material biolégico de origem animal torna-se uma importante
area de pesquisa para conservacdo de espécies marinhas, bem como indicadores de
possiveis efeitos adversos sobre o homem (VAN DE MERWE et al., 2010).

1.3.4. Técnica Analitica de Fluorescéncia de Raios X

A andlise nuclear de fluorescéncia de raios-X (XRF) é uma técnica multielementar,
baseada na medida das intensidades de raios X, emitidos pelos elementos quimicos
componentes da amostra quando sdo excitados (JENKINS; GOULD; GEDCKE, 1981;
CANELLAS et al., 2006). Esta técnica tem sido muito utilizada para a deteccao de metais
pesados, destacando-se em amostras ambientais, bioldgicas e geoldgicas, nas quais €
possivel determinar, simultaneamente, as concentracdes de vérios elementos (CARVALHO;
BRITO; BARREIRO, 1998; MANTUANO et al., 2012).

E um método considerado qualiquantitativo, baseando-se no nimero de raios X

emitidos pelos elementos que constituem a amostra, detectados por unidade de tempo



11

(BOUMANS; KLOCKENKAMPER, 1989). Fundamenta-se na emissdo de um feixe de raios X
de pequeno angulo sobre uma superficie plana em que a amostra foi depositada. Estes
raios excitam os elementos, 0s quais passam a emitir energias especificas. Ou seja, quando
um elemento de uma amostra é excitado comeca a eliminar elétrons do interior dos niveis
dos &tomos; assim, elétrons de niveis mais distantes realizam um salto quéantico para
preencher o espaco vazio. Cada transicdo eletrbnica caracteriza-se como uma perda de
energia para o elétron, e esta energia é emitida na forma de um f6ton de raios X para cada
elemento (REDIGOLO, 2011).

A técnica de fluorescéncia de raios X, além de ser multielementar, apresenta
vantagens quando comparada com as outras técnicas de espectrometria. Destaca-se por
ser um método rapido e preciso para as amostras biol6gicas, sem necessidade de destruir
as amostras ou realizar qualquer tratamento quimico quando soélidas. Para as amostras
liquidas, eventualmente emprega-se apenas uma preparacéo simplificada; nesse caso, uma
guantidade muito pequena de amostra & necessaria para as analises (de 1-10ul) (BERTIN,
1975; KLOCKENKAMPER, 2006; CANELLAS et al., 2006; MANTUANO et al., 2012).

Figura 2. Laboratério Nacional de Luz Sincroton (A) do Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais — CNPEM. Equipamento de Fluorescéncia de Raios X (XRF) (B).
Campinas, Sao Paulo, Brasil.
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Resumo

Neste estudo, sangue de fémeas, cascas de ovos e sedimento do ninho de Eretmochelys
imbricata coletados durante o periodo reprodutivo, foram analisados por Fluorescéncia de
Raios X para determinar a presenca e concentracdes de Ni, Co, Cu, Hg, Pb e Cr e suas
possiveis interferéncias em aspectos reprodutivos. Todos os elementos foram detectados
em baixas concentragfes. O Ni foi o elemento encontrado em maiores concentragdes nas
trés matrizes; o Hg foi encontrado em menores concentracbes. As andlises demonstraram
relacdo significativa (p<0,05) entre o nimero de ovos nao eclodidos e concentracdo de Cu e
Pb no sangue. No entanto, os metais nédo tiveram influéncia na produgcédo dos ovos nem na
mortalidade dos neonatos; tampouco houve relacdo direta na transferéncia materna para as
cascas. Assim, metais pesados podem ter alguma influéncia na reproducdo da espécie,
mesmo em baixas concentracdes. Em concentracdes maiores estes poluentes podem ser

importantes limitantes da reproducdo de tartarugas marinhas.

Palavras-Chave: Conservacéo, elementos tracos, poluicdo marinha, tartaruga de pente
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Abstract

In this study, blood, egg shells, and nest sediments of sea turtles Eretmochelys imbricate,
collected during reproductive period, were analyzed by X- Ray fluorescence to determine the
presence and concentrations of Ni, Co, Cu, Hg, Pb and Cr and their possible interference in
some reproductive data. All elements were detected in low concentrations. Ni has been
found in higher concentrations in three matrices; while Hg was found in lower concentrations.
Our analyses demonstrated significant relationship (p < 0,05) between the unhatched eggs
and blood concentrations of Cu and Pb. However, the metals did not have influence on egg
production nor on newborn mortality; furthermore, no evidence of transference from mother
to eggshells was found. Thus, heavy metals may have some influence on the reproduction of
Eretmochelys imbricata, even at low concentrations. In higher concentrations, these

pollutants may have important influence in reproduction of sea turtles.

Keywords: Conservation, trace elements, marine pollution, hawksbill turtle.
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1. Introducéo

As acdes antropicas vém emitindo uma quantidade significativa de poluentes nos
mares e nos oceanos, sendo 0s metais pesados os mais lancados nos ultimos anos
(NRIAGU; PACYNA, 1988; CELIK et al., 2006). As areas costeiras estdo se contaminando
principalmente por atividades industriais, as quais vém superando rapidamente as emissoes
naturais (NRIAGU, 1989; CLARK, 2001; OZTURK et al., 2002; CELIK et al., 2006). Esses
elementos, quando presentes nos ecossistemas aquaticos, acabam sendo incorporados nos
organismos marinho, na coluna d’agua e no sedimento, ocasionando preocupagdes sobre
0s seus possiveis efeitos adversos (KRAAL et al., 1995; ANAN et al., 2001).

As tartarugas marinhas sdo animais amplamente distribuidos, que estdo ameacados
de extingdo devido as acbes do homem (MACEDO et al., 2015). A espécie Eretmochelys
imbricata, Linnaeus, 1766, por exemplo, é a que mais desova no litoral sul de Pernambuco
(MOURA et al., 2012; SIMOES et al,, 2014) e encontra-se atualmente classificada pela
International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2016) como “criticamente em perigo”
de extincdo. Diversos sao os fatores que contribuem para a reducdo desses animais; entre
eles estdo a captura incidental na pesca, a degradagdo das areas de desovas, a
fotopoluicdo e a poluicdo marinha (HAMANN et al., 2010; MARCOVALDI et al., 2011). Além
disso, outros estudos sugerem que a contaminagdo por metais pesados também podem
estar se tornando uma ameaca para esses animais (NAGLE et al., 2001; LAM et al., 2006;
GUILERT et al., 2008; LEY-QUINOENEZ et al., 2013; MACEDO et al., 2015).

Segundo Lam et al. (2004), as tartarugas marinhas séo consideradas bioindicadores
de contaminacdo de metais pesados no ecossistema marinho, pois alimentam-se de
diferentes niveis tréficos, vivem por muitos anos e apresentam ampla distribuicdo
geogréfica. Tais caracteristicas aumentam as chances de que estes animais se contaminem
pela exposicdo ou pela bioacumulacéo dos elementos através da alimentacdo (ANAN et al.,
2001; KAMPALATH et al., 2006; BARBIERI, 2009; PAEZ-OSUNA et at., 2010a). Atualmente
poucos estudos sdo conhecidos sobre a presenca de metais pesados em sangue e em 0vos
de E. imbricata na costa brasileira, sendo a maioria dos estudos direcionados a analises de
tecidos de 6rgéos de tartarugas marinhas encontradas encalhadas mortas (PAEZ-OSUNA et
al., 2010a; MACEDO et al., 2015).

Alguns estudos relatam que a utilizagéo de tecido sanguineo e amostras de cascas
de ovos para detectar metais pesados nesses animais sdo considerados como métodos nao
letais, sendo possivel obter informagdes a respeito de transferéncia materna dos elementos,

contaminacdo dos embrides, riscos a saude das fémeas e sua acdo sobre o sucesso de
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eclosdo (LAM et al.,, 2006; GUILERT et al.,, 2008; PAEZ-OSUNA et al.,, 2010a; LEY-
QUIN@ENEZ et al.,, 2013). Neste estudo, foram analisados os teores dos metais pesados
niquel (Ni), cobalto (Co), cobre (Cu), mercurio (Hg), chumbo (Pb) e cromo (Cr) em sangue,
cascas de ovos e sedimento de ninhos de fémeas de tartarugas marinhas da espécie
Eretmochelys imbricata, que desovam no litoral do municipio do Ipojuca, Pernambuco,

Brasil, bem como os seus possiveis efeitos na reproducdo desses animais.

2. Material e Métodos

2.1. Area de estudo

A area de estudo localiza-se no municipio de Ipojuca a 57 km de
Recife/Pernambuco, com coordenadas geograficas de 08°24’06” S e 35°03'45” O. O
municipio apresenta 32 km de area litoranea, sendo que em 12 km séo registradas desovas
de tartaruga marinha pela ONG Ecoassociados (instituicAo que objetiva proteger e
conservar as tartarugas marinhas) nas praias de Muro Alto, Cupe, Merepe, Porto de
Galinhas e Maracaipe (Figura 1).

As praias apresentam formacgOes de recifes de arenitos paralelos a costa. Tais
estruturas déo suporte para o desenvolvimento e crescimento de corais, algas e pequenos
animais marinhos, fazendo parte do habitat de tartarugas marinhas (MOURA et al., 2012).

A praia de Muro Alto tem aproximadamente 2,5 km de extensdo, apresenta recifes
em toda a sua dimensao, formando piscinas naturais. Nessa area, o nimero de desovas de
tartarugas marinhas é reduzido devido a dificuldade de acesso a praia causada pela
presenca dos recifes (CESAR, 2007). A praia do Cupe apresenta uma extenséo de 2,37 km
e nela também é encontrada uma pequena barreira de recifes. Em seguida encontra-se a
praia de Merepe, com 3,47 km; nesta o nUmero de desovas € maior em comparagdo com as
demais, apresentando uma area sem barreira, com acesso ao mar aberto, relevo plano e
uma faixa de areia maior (CESAR, 2007; MOURA et al., 2012). Apds Merepe, encontra-se
Porto de Galinhas; com 1,47 km e recifes paralelos a linha da costa, esta praia apresenta
indice elevado de atividade turistica. Por fim, a praia de Maracaipe, localizada em uma faixa
de 3,11 km, com a presenca de recifes de forma irregular, também é favoravel para as

desovas, devido a pouca urbanizacao (MOURA et al., 2012).
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Figura 1. Mapa de localizacao da area de estudo e os locais de coleta (n=18) nas praias de
Muro Alto, Cupe, Merepe, Porto de Galinhas e Maracaipe, no municipio do Ipojuca,

Pernambuco, Brasil.

2.2. Coleta das amostras em campo

O estudo foi autorizado pela licenca do SISBIO/ICMBIO n° 45623-1 e a
regulamentacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais n® 23076.054310/2014-70 no
periodo de janeiro/2015 a julho/2015.

Inicialmente as praias foram vistoriadas com a equipe da ONG Ecoassociados no
periodo noturno para identificar o0 momento em que fémeas saem do mar para desovar.
Durante o flagrante da fémea desovando foram coletado dados biométricos do comprimento
curvilineo da carapaca (CCC) e da largura curvilinea da carapaca (LCC). Além disso, 0s
ninhos foram isolados com fitas e estacas de madeira para protecao e referenciados com o
auxilio de um GPS.

Apoés a postura dos ovos, quando estava retornando para o mar, as fémeas foram
imobilizadas pela equipe e uma amostra de 10 mL de sangue foi retirada do seio cervical
dorsal do animal (OWENS; RUIZ, 1980). Este processo foi realizado com 18 fémeas e o

sangue foi armazenado em tubos de “vacutainer”, com anticoagulante heparina. Depois, as
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amostras devidamente identificadas foram mantidas a 4°C e transportadas ao laborat6rio, no
gual foram armazenadas em freezer a -20°C até o processamento.

Posteriormente, todos os ninhos foram monitorados diariamente e apos o periodo de
ecloséo dos filhotes, de 45 a 60 dias, foi realizada a limpeza dos ninhos e registrado em
planilhas os nimeros de filhotes vivos, de natimortos, de ovos que nédo eclodiram e nimero
total dos ovos. Em seguida as cascas dos ovos eclodidos (n=20 cascas) e o sedimento onde
estavam enterrados e incubados (fundo dos ninhos) também foram coletadas e
acondicionadas em sacos plasticos de 2 L, transportados para o laboratério e armazenados

em temperatura ambiente.

2.3. Andlises laboratoriais dos metais pesados

As cascas dos ovos de cada ninho foram secas em estufa a 50°C, moidas, pesadas
e colocadas em recipiente de vidro, nos quais foram adicionados 8 mL de &cido nitrico
(HNO3) concentrado. Cada solugcéo formada com as amostras foi colocada em um digestor
em camera de exaustdo (a 95°C) por aproximadamente 3 horas para a digestdo. Em
seguida, cada solucao recebeu 2 mL de agua destilada e 10 mL de peréxido de hidrogénio
(H,0,), e essa mistura foi novamente aquecida por aproximadamente 2 horas. Apds resfriar,
1 mL do produto final foi transferido para tubos de Eppendorf® que foram armazenados.

As amostras de sedimento foram secas em estufa a uma temperatura de 50°C
(x2°C) e posteriormente foram trituradas e separadas em subamostras de 2 g para a
digestdo seguindo método 3050B da USEPA (United States Environmental Protection
Agency). Apdés a digestdo, 1 mL dos produtos obtidos foi transferido para tubo de
Eppendorf® e armazenado.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos para a
separacao das células sanguineas e das particulas suspensas do plasma. Posteriormente,
500 pL de plasma foram separados e diluidos em 1.500 pL de &gua ultrapura (agua Milli-Q);
em seguida, apenas 1 mL da diluicdo foi armazenada em tubos de Eppendorf®.

As analises quimicas foram realizadas por Fluorescéncia de raios X (XRF). Para
isso, cada amostra de sedimento, sangue e cascas de ovos recebeu 100 pL de solucéo de
Galio (Ga) (102,5 mg/L), como solugcdo padrdo. Em seguida, as misturas foram agitadas
para a homogeneizacdo e apenas 5 UL de cada uma das amostras foram pipetados e
colocados nos suporte perspex, levados para secar em estufa a aproximadamente 60°C.

Depois de secas, todas as amostras foram colocadas, uma a uma, no equipamento

de XRF e os resultados obtidos para cada item amostrado foram apresentados em pg/mL
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e/ou ppm para as concentracbes detectadas no plasma e ug/g elou ppm para as

concentracdes dos metais nas cascas e no sedimento.

2.4. Andlises estatisticas

Utilizou-se para as andlises dos dados uma estatistica descritiva, com valores de
média e desvio padrdo. Para saber se 0s metais apresentavam alguma influéncia nos
parametros biolégicos, foram aplicados testes de regressdes lineares mdiltiplas e uma
analise de residuos (normalidade residual bruta e distancia de Cook). Todos os testes forma
realizados com o software Statistica 7.0 (StatSoft, 2004). E as analises foram realizadas

com um nivel de significancia considerando p < 0,05.

3. Resultados e Discussao

Dos dezoito ninhos monitorados, foram obtidos 1.668 filhotes vivos dos 2.573 ovos
depositados (média de 142,94 ovos); o nimero de filhotes vivos variou de 06 (ninho 01) a
142 (ninho 04). Em relacdo aos natimortos, observou-se que os ninhos 01, 06 e 18 nédo
tiveram filhotes mortos, enquanto os ninhos 02 e 12 apresentaram as maiores quantidades
(n=31 e n=51, respectivamente) de neonatos mortos (Tabela 1).

Também foram contabilizados 704 ovos que nao eclodiram que variaram de 05
(ninho 02) a 106 (ninho 13). A média para o sucesso de eclosdo dos dezoito ninhos de E.
imbricata foi de 63,2%. Os ninhos 06 e 11 apresentaram maior taxa de eclosdo com 86% e
85,71% respectivamente; enquanto o ninho 18 apresentou a menor taxa de eclosdo,
18,33%, (Tabela 1).

Os dados obtidos para os ninhos monitorados da espécie E. imbricata apresentaram
informacdes semelhantes aos dados registrados em temporadas reprodutivas anteriores por
Moura et al. (2012) e Simdes et al. (2014) no litoral do Ipojuca, PE. Aparentemente, a média
dos ovos depositados pela espécie esta seguindo padréo tanto para o municipio (MOURA et
al, 2012; SIMOES et al., 2014) como para outras regides, como no litoral da Bahia
(MARCOVALDI; LAURENT, 1996; CAMILLO, 2008).

No que se refere aos filhotes natimortos, bem como aos de ovos ndo eclodidos,
estudos demonstram que alguns fatores podem influenciar essa sobrevivéncia dos
neonatos, como por exemplo, as caracteristicas do habitat e do microambiente dos ninhos
(WEISROCK; JANZEN, 2000), como mudancas na temperatura, umidade e salinidade
(ACKERMAN, 1997). Segundo Guirlet (2008) e Marco et al. (2004), os metais pesados

transferidos para os ovos e filhotes durante o periodo reprodutivo e a presenga desses
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elementos no sedimento que incuba os ovos também podem ter alguma influéncia na
sobrevivéncia desses animais.

Quanto ao sucesso de eclosdo, a média de 63,2% foi semelhante aos estudos de
Simdes et al. (2014), Neves (2012) e Moura et al. (2012) para o litoral ipojucano. Além dessa
localidade, também foram registradas informacfes parecidas para tal espécie no litoral norte
da Bahia (MARCOVALDI; MARCOVALDI, 1999) e em Cuba (MONCADA et al., 1999). Tais
dados vém comprovando que ha um padrédo no sucesso de eclosdo das tartarugas de pente.
Tabela 1. Caracterizacdo dos ninhos de Eretmochelys imbricata quanto ao namero de filhotes vivos,

natimortos, ovos ndo eclodidos, totais de ovos e sucesso de eclosdo (%). Periodo de Janeiro a Maio
de 2015, no litoral do Ipojuca, PE.

NINHOS N° TOTAL DE | N° OVOS NAO SUCESSO DE N° N° FILHOTES
OVOS ECLODIDOS | ECLOSAO (%) | NATIMORTOS VIVOS
01 16 10 37,5 00 06
02 165 05 78,18 31 129
03 123 43 64,22 01 79
04 194 47 73,19 05 142
05 121 38 66,94 02 81
06 152 23 84,86 00 129
07 146 32 75,34 04 110
08 131 46 59,54 07 78
09 159 29 64,15 28 102
10 163 18 73,61 25 120
11 105 10 85,71 05 90
12 184 06 69,02 51 127
13 157 106 24,2 13 38
14 184 39 65,76 24 121
15 133 25 80,45 01 107
16 170 74 54,7 03 93
17 150 55 62,67 01 94
18 120 98 18,33 00 22
TOTAL 2.573 704 1.138,37 201 1.668

As concentracdes dos metais pesados nas amostras de sangue de fémeas de E.
imbricata, cascas de ovos e no sedimento dos ninhos estdo apresentadas na tabela 2. Nas
amostras de sangue, o elemento que apresentou a maior concentracao foi o Ni (média de
1,71 ppm), enquanto os elementos Hg (média de 0,027 ppm) e Cr (média de 0,085 ppm) se
apresentaram em menores concentracdes. Nas cascas dos ovos e no sedimento, o Ni
(média de 4,689 ppm; 0,451 ppm, respectivamente) foi 0 mais concentrado; enquanto que o
Hg, com concentracdo médias de 0,017 ppm nas cascas dos ovos e de 0,008 ppm no

sedimento teve as menores concentragdes (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentracdes médias de metais pesados (média e desvio padrdo) em sangue (ppm ou
pg/ml de plasma) de fémeas de Eretmochelys imbricata, cascas (ppm ou pg/g) de ovos e no
sedimento (ppm ou pg/g) dos ninhos, no litoral do Ipojuca, PE.

ELEMENTO SANGUE CASCAS DE OVOS SEDIMENTO
Ni 1,711 £ 0,357 4,689 + 4,960 0,451 +£0,112
Co 0,284 + 0,062 0,181 +0,193 0,029 £ 0,010
Cu 0,951 £+ 2,005 0,268 + 0,180 0,035 + 0,016
Hg 0,027 £ 0,012 0,017 £ 0,017 0,008 + 0,004
Pb 0,729 £ 0,488 0,041 £ 0,039 0,032 £ 0,018
Cr 0,085 + 0,026 0,237 £ 0,265 0,034 £ 0,011

As concentragBes dos metais pesados nas trés matrizes estudadas apresentaram-se
em baixas concentragbes. Estudos realizados por Vazquez et al. (1997), Kaska e Furness
(2001), Lam et al. (2006) e Guilert et al. (2008), em tartarugas das espécies Chelonia
mydas, Dermochelys coriacea e Caretta caretta, destacam que concentracdes baixas de tais
elementos em sangue e cascas de ovos podem ndo causar danos para as tartarugas
marinhas.

No entanto, apesar das concentracdes serem baixas e talvez ndo causarem danos a
esses animais, a presenca de metais pesados em tecido sanguineo e em cascas de ovos
podem ser indicativos de exposicao recente a substéncias toxicas (WOLFE et al., 1998;.
STORELLI; MARCOTRIGIANO, 2003; BLANVILLAIN et al., 2007; GUILERT et al., 2008;
VAN DE MERWE, 2010; LEY-QUINOENEZ et al., 2013). Dessa forma, além de se
contaminarem pela exposicdo, as tartarugas marinhas podem transferir os metais para os
filhotes durante o desenvolvimento embrionério. A transferéncia de nutrientes e energia é a
Unica forma de investimento na ninhada, uma vez que esses animais ndo apresentam o
cuidado parental com os ovos nem com 0s neonatos (HEWAVISENTHI; PARMENTER,
2002; GUILERT et al., 2008).

Estudo realizado por Macédo et al. (2015) no litoral da Bahia com juvenis mortos
detectaram 22 metais pesados em figado, rim e 0ssos de tartarugas verdes e de tartarugas
de pente. Anan et al. (2001) estudou 18 elementos em figado, rim e musculos de E.
imbricata e C. mydas capturadas mortas no Japdo. Estes trabalhos também encontraram
concentracdes muito baixas dos elementos Ni, Co, Cu, Hg, Pb e Cr nos tecidos analisados
em tartaruga de pente, semelhante aos resultados obtidos neste estudo.

As concentragcbes de Hg encontradas em tartarugas marinhas da espécie
Lepidochelys olivacea no México em cascas de ovos (0,0087 ug/g) e sangue (0,0006 pg/q)

foram mais baixas que os demonstrados na tabela 2. Além disso, Burger e Gibbons (1998);
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Sakai et al. (2000); Kaska e Furness (2001) e Lam et al. (2006) também relataram que 0s
teores de Hg foram relativamente baixos quando comparados aos observados em aves
(THOMPSON, 1996). De fato, estudos sobre os efeitos de Hg em répteis séo relativamente
reduzidos. Assim, a sensibilidade das tartarugas em relagdo a ele é pouco compreendida,
guando comparada ao conhecimento de seus efeitos em aves (LAM et al., 2006). Dessa
forma mais pesquisas precisam ser direcionadas para melhor compreender os efeitos do Hg
em tartarugas marinhas.

Os niveis de Ni se mostraram 0s mais concentrados dentre os metais pesquisados
nas cascas dos ovos de E. imbricata (Tabela 2), levando a crer que as fémeas dessa
espécie podem estar expostas a niveis maiores desse elemento, como observou Lam et al.
(2006) em C. mydas.

As concentragfes de Ni no organismo podem estar associadas ao habitat e a dieta
das tartarugas marinhas (LAM et al., 2006; PAEZ-OSUNA et al., 2010a; LEY-QUINOENEZ
et al., 2013; MACEDO et al., 2015). Considerando que esses animais sdo migratorios (LIMA;
TROENG, 2001; PLOTKIN, 2003), eles podem ficar expostos a esse metal nos oceanos e
mares ou alimentar-se de algas, esponjas e de outros animais contaminados (MACEDO et
al., 2015). Ley-Quindénez et al. (2013) também registraram baixas concentracfes de Ni no
sangue de tartarugas da espécie Chelonia mydas agasiizzi no México.

Os elementos Cr, Ni, Cu, e Pb, detectados no sedimento dos ninhos (Tabela 2),
foram achados por Celik et al. (2006) em concentracdes mais elevadas quando analisaram
ninhos de C. mydas na Turquia. Tais autores, além de Shriadah (1999), justificam que a
presenca do Cr pode ser explicada pela natureza geoldgica e pela formacao das rochas,
enquanto que os demais elementos provavelmente sdo detectados no sedimento devido a
acdo antrépica (KENNISH, 1997). Entretanto, € importante ressaltar que € necessario
realizar mais pesquisas, com o intuito de saber como 0s animais estdo sendo contaminados
pelos metais pesados.

Os ovos que ndo eclodiram dos ninhos parecem esta sofrendo alguma interferéncia
dos metais presente no organismo das fémeas. Com o intuito de verificar essa possivel
relacdo teste de regressao linear foi aplicada entre 0 numero de ovos ndo eclodidos e as
concentracdes de metais das cascas dos ovos, do sedimento e do sangue das fémeas.
Dentre os metais considerado na analise apenas dos metais Cu e Pb presente no sangue
apresentaram uma relacéo significativa (Tabela 3) com os ovos néo eclodidos (r= 0,485347;

r=0,274715, respectivamente).
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Tabela 3. Resultados do modelo GLM para as concentracdes dos metais pesados em sangue das
fémeas de Eretmochelys imbricata no litoral do Ipojuca, PE.

Modelos SS df MS F p

Metais no sangue

Ni 350,11 1 350.107 0.602030  0.455763
Co 780.23 1 780.227 1.341648  0.273658
Cu 4583.33 1 4583.327  7.881317  0.018558
Hg 1498.32 1 1498.323  2.576460  0.139545
Pb 3593.22 1 3593.222  6.178769  0.032226
Cr 438.83 1 438.828 0.754592  0.405392
Error 5815.43 10 581.543

Algumas pesquisas relatam que o metal Cu pode prejudicar o desenvolvimento de
ovos de anfibios retardando a metamorfose dos embrides (KAPLAN; YOH, 1961; LANDE;
GUTTMAN, 1973). Além disso, podem causar distarbios durante a oogénese, na
espermatogénese e no sistema enddcrino, como na producdo de testosterona e horménio
foliculo estimulante - FSH (MARTIN, 1983; THOREUX-MANLEY et al.,, 1995; WEIBE;
SALHANICK; MYERS, 2005). Segundo Chahoud et al. (1999) a presenca de Pb em ratas
gestantes pode ocasionar anomalias nos filhotes, enquanto que em aves a presenca do
chumbo durante a gestacdo pode ocasionar malformagdes na face, hidrocefalias, alteracdes
nos membros, alteracbes macrofagicas e até mesmo reduzir a eclosdo dos ovos (ANWER;
MEHROTRA, 1988; LEE et al., 2001).

O tamanho das fémeas parece nédo ter algum papel nas concentracées de metais
encontradas no sangue destes animais. Para analisar as variacdes relacionadas com o
crescimento das fémeas de E. imbricata, foi realizado um teste de regresséo linear entre o
dados biométricos comprimento curvilineo da carapaga (CCC) e largura curvilinea da
carapaca (LCC) com as concentracbes de metais pesados encontrados nas amostras de
sangue e as andlises ndo mostraram resultados significativos (p>0,50). Corroborando com o
que foi obtido por Guilert et al. (2008) para D. coriacea na Guiana Francesa para 0s
elementos Co, Pb e Hg, e para Ley-Quindénez et al. (2013) para espécie Chelonia mydas
agasiizzi para o Ni e o Cu.

Foi obtido também que a quantidade de ovos produzidos pelas fémeas
possivelmente ndo é afetado pelos metais detectados em seu organismo. Analises de
regressoes lineares entre o numero total de ovos e as concentragfes dos metais pesados
no sangue foram realizadas e os resultados ndo foram significativos (p>0,05).
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Neste trabalho ndo se observou uma interferéncia dos metais pesados na
mortalidade dos neonatos de tartaruga de pente da éarea estudada. As analises de
regressodes lineares multiplas foram realizadas relacionando o sucesso de eclosdo (Tabela
1), com as concentragfes dos metais detectados no sangue, cascas de ovos e sedimento.
Como também foi relacionado o nimero de filhotes natimortos com 0s metais presente no
sedimento e nenhuma das analises demonstrou resultados significativos (p>0,05). Tais
resultados foram semelhantes aos descritos por Godley et al. (1999) e Celik et al. (2006) em
C. caretta e C. mydas.

No que se refere a transferéncia materna dos elementos, ndo encontramos uma
relacdo direta entre as concentracfes de metais no organismo e a concentracdo destes
elementos nas cascas dos ovos. Com o intuito de verificar se as fémeas estavam
transmitindo os metais pesados para as cascas dos ovos, andlises de regressdes lineares
multiplas foram realizadas e nenhum dos resultados foi significativo (p>0,05). Diante disso,
0s testes sugerem que transferéncia materna néo parece seguir um padrao de transferéncia.

Vérios estudos relatam que as tartarugas marinhas adquirem o0s metais
principalmente através da alimentacdo e podem armazena-los ou elimina-los (BURGER,;
GOCHFELD, 1991; WANG, 2002; GUIRLET et al., 2008). Alguns autores descrevem que a
reproducdo (transferéncia para os ovos) pode representar uma forma de eliminagdo desses
elementos do organismo da fémea (SAHOO et al., 1996; KEEN et al., 1997; GODLEY et al.,
1999). No entanto, resultados apresentados por Sakai et al. (1995), Storelli e Marcotrigiano
(2003), Paez-Osuna et al. (2010b) e Paez-Osuna et al. (2011) ndo demonstram essa
relacdo, assim como os resultados apresentados aqui. Guilert et al. (2008) relatam que
alguns parametros, como caracteristicas das espécies, a natureza do elemento e o nivel de
contaminagdo podem explicar a ndo transferéncia dos metais para 0s ovos.

Segundo esses resultados, a técnica de fluorescéncia de raios X é uma ferramenta
capaz de detectar e quantificar os metais pesados Ni, Co, Cu, Hg, Pb e Cr nas matrizes
estudadas, mesmo quando em baixas concentragbes. Nestas concentragoes,
aparentemente nao ha um padrdo de transferéncia da mae para os ovos nem interferéncia
no sucesso de eclosao dos filhotes. A relacdo do nimero de ovos que nao eclodiram com as
concentracdes dos metais Cu e Pb no sangue das fémeas sugere que possivelmente os
metais estdo interferindo no sistema reprodutivo das fémeas e acabam prejudicando o
desenvolvimento dos filhotes. Observou-se também que os metais pesados nas fémeas de
E. imbricata ndo estdo sendo bioacumulados em seu organismo, como também né&o
interferem na producdo de ovos. Os metais pesados foram detectados em baixas

concentracdes; ainda assim, eles parecem ter alguma influéncia na reproducao da espécie.
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Além disso, limites de seguranca ndo estdo estabelecidos e os efeitos destes poluentes em
concentracdes maiores podem ter influéncia no sucesso reprodutivo de tartarugas marinhas.
Assim, estudos sobre a presenca de metais no organismo das tartarugas de pente e de
outras espécies, destacando alteracbes fisiolégicas e reprodutivas, sdo necessarias para

suprir as lacunas que ainda existem sobre o0 assunto.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através da técnica analitica de fluorescéncia de raios X empregada na pesquisa, foi
possivel detectar os metais pesados Ni, Co, Cu, Hg, Pb e Cr nos trés tipos de amostras
analisadas. De acordo com o que foi apresentado, apesar dos metais terem sido detectados
no sangue das fémeas e nas cascas dos ovos, ndo foi possivel estabelecer se ha um
padréo de transferéncia materna dos metais para 0s ovos.

A relacédo da quantidade de nimero de ovos nado eclodidos e os metais Cu e Pb no
sangue das fémeas dessa espécie indica que provavelmente estes metais estao interferindo
sobre o sistema reprodutivo ocasionando o desenvolvimento incompleto dos filhotes
entretanto pesquisas mais precisas sdo necessarias para confirmar tal relacéo.

Quanto aos metais pesados presente no organismo das fémeas de E. imbricata e 0
tamanho da carapagca pode-se concluir que estes ndo estdo bioacumulando em seu
organismo e nem tdo pouco estdo interferindo na producdo dos ovos e nos filhotes
natimortos .

De modo geral, apesar das baixas concentracdes dos metais Ni, Co, Cu, Hg, Pb e
Cr, encontrados no sedimento dos ninhos, nas cascas dos ovos e no sangue de E.
imbricata, é possivel que haja alguma interferéncia destes elementos em sua reproducao.
N&o hd indicacdes de concentracdes seguras para estes animais ou para outras tartarugas
marinhas em relacdo aos metais pesados. De qualquer modo, alguns trabalhos encontraram
niveis de contaminacdo maiores dos que o0s relatados aqui. Sabe-se, a partir do
conhecimento acumulado em diversos organismos, que tais compostos podem influenciar os
animais em diversos aspectos, tais como reproducdo e comportamento. O conhecimento a
respeito dos niveis de contaminacdo e dos efeitos bioldgicos em tartarugas marinhas é
ainda muito incipiente. Entretanto, a realidade que tem sido reportada é a de aumento nos
niveis de poluicdo dos oceanos, mares e aguas costeiras. Associada ao aumento da
temperatura dos oceanos, tal poluicdo tem potencial para levar as populacdes de tartarugas

marinhas a uma diminui¢do que pode se tornar impossivel de ser revertida.
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License Agreement' (for more information see https://www.elsevier.com/OAauthoragreement).
Permitted third party reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license
(see https://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. For more
information see https://www.elsevier.com/copyright.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design;
in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision
to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this
should be stated.

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors
to comply with their funder's open access policies. Some authors may also be reimbursed
for associated publication fees. To learn more about existing agreements please visit
https://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

e Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

e An open access publication fee is payable by authors or on their behalf e.g. by their research
funder or institution

Subscription

e Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups
through our universal access programs (https://www.elsevier.com/access).

e No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses:
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Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the
article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do
not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3000, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a humber of green
open access options available. We recommend authors see our green open access page for further
information (http://elsevier.com/greenopenaccess). Authors can also self-archive their manuscripts
immediately and enable public access from their institution's repository after an embargo period.
This is the version that has been accepted for publication and which typically includes author-
incorporated changes suggested during submission, peer review and in editor-author
communications. Embargo period: For subscription articles, an appropriate amount of time is
needed for journals to deliver value to subscribing customers before an article becomes freely
available to the public. This is the embargo period and it begins from the date the article is formally
published online in its final and fully citable form.

This journal has an embargo period of 24 months.

Manuscripts should be written in English. Authors who are unsure of correct English usage should
have their manuscript checked by someone proficient in the language. Manuscripts in which the
English is difficult to understand may be returned to the author for revision before scientific review.
Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and post-
submission please visit http://www.elsevier.com/languagepolishing or our customer support site at
http://epsupport.elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses nor
takes responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through our
services or in any advertising. For more information please refer to our Terms & Conditions:
http://www.elsevier.com/termsandconditions.

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not
the suggested reviewers are used.

Marine Pollution Bulletin has no page charges.

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF
file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single
file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format
or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough
quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source
files at the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be
uploaded separately.

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title,
chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
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must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be
highlighted at proof stage for the author to correct.

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential
elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction,
Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Abstracts should not exceed 150 words.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Where
relevant these should include the main species concerned, the geographical area and the
contaminant. Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may
be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Please note that the instructions related to Abstract and Graphical abstract still apply to all new
submissions.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an editable
file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be
removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in a way very
similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
https://www.elsevier.com/guidepublication). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls (http://www.ctan.org/tex-
archive/macros/latex/contrib/elsarticle) to prepare your manuscript and BibTeX
(http://www.bibtex.org) to generate your bibliography.

For detailed submission instructions, templates and other information on LaTeX, see
https://www.elsevier.com/latex.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a
footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained
as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.
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A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,
but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations
should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be
submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image
with @ minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be
readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types:
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file hame and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
https://www.elsevier.com/highlights for examples.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

e Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

e For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

¢ Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source
files. A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300

dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.

e Supply files that are too low in resolution.

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. For further information on the preparation
of electronic artwork, please see https://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the
figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a
minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If
these references are included in the reference list they should follow the standard reference style of
the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished
results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has
been accepted for publication.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the
most popular reference management software products. These include all products
that support Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero (https://www.zotero.org/),
as well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles). Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references
and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/marine-pollution-bulletin

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal
title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the
pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the
journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references
yourself they should be arranged according to the following examples:

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make
a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your
video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the
print version for the portions of the article that refer to this content.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
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to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available
at https://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an
invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Please note that such items are published online
exactly as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an
Excel file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together
with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any
changes to supplementary data during any stage of the process, then please make sure to provide
an updated file, and do not annotate any corrections on a previous version. Please also make sure
to switch off the 'Track Changes' option in any Microsoft Office files as these will appear in the
published supplementary file(s). For more detailed instructions please visit our artwork instruction
pages at https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please refer
to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g.,
TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See https://www.elsevier.com/databaselinking for
more information and a full list of supported databases.

KML (Keyhole Markup Language) files (optional): You can enrich your online articles by providing
KML or KMZ files which will be visualized using Google maps. The KML or KMZ files can be uploaded
in our online submission system. KML is an XML schema for expressing geographic annotation and
visualization within Internet-based Earth browsers. Elsevier will generate Google Maps from the
submitted KML files and include these in the article when published online. Submitted KML files will
also be available for downloading from your online article on ScienceDirect. For more information
see https://www.elsevier.com/googlemaps.

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data
file. For instructions please go to https://www.elsevier.com/interactiveplots.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the
journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

¢ E-mail address

e Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

¢ All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

¢ Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE
The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI

consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
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medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received
their full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article
in the journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables
and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at
this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent
back to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any
subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link providing 50
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s access e I published version of the article on ScienceDirect. This link can
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S used ari i email and social networks. For an extra charge, paper
0 for ng a offprints

can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted for publication.
Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's WebShop
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed copies of
multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' service to collate multiple
articles within a single cover (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets).

Contributors to Elsevier journals are entitled to a 30% discount on most Elsevier books, if ordered
directly from Elsevier.

AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article at https://www.elsevier.com/track-submission. You can track
your accepted article at https://www.elsevier.com/trackarticle. You are also welcome to contact
Customer Support via http://support.elsevier.com.

© Copyright 2014 Elsevier | http://www.elsevier.com
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
NUmero: 45623-1 Data da Emissédo: 26/09/2014 08:19 Data para Revalidagédo*: 26/10/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséao.

Dados do titular
Nome: Thyara Noely Simées CPF: 074.471.124-02

Titulo do Projeto: AVALIACAO DA PRESENCA DE METAIS PESADOS EM OVOS, SANGUE E ALGAS ASSOCIADAS NAS TARTARUGAS
MARINHAS DA ESPECIE Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766) NO LITORAL SUL DO MUNICIPIO DO IPOJUCA,

BRASIL

Nome da Institui¢cdo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) |Fim (més/ano)
1 |captura de animais silvestres in situ 09/2014 07/2016
2 |coletaltransporte de amostras biolégicas in situ 09/2014 07/2016

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e
S. | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por
meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difusdo ou & pesquisa, estéo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia. Esta autorizagdo NAO

exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da

unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de

conservacao federal cujo processo de regularizagéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instru¢do N ormativa ICMBio n° 10/2010, no que
Q. | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para
atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biologico Ao consignado devera Ser requerida por meio do endereco eletronico Www. lbama.gov.br (Servicos on-Tine - |
Licenca para importacdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e nédo CITES).

O titular de licenga ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverédo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

T. [ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢co de coleta ou captura que ndo comprometa a
viabilidade de populac8es do grupo taxondmico de interesse em condigo in situ.
O titular de autorizagéo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislacéo vige nte, ou quando da inadequacao,
U. [omissé&o ou falsa descricdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedi¢do do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagcdo ou
licenca suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagédo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na

V. | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimoénio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja majores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVATAU, 0 pesquisador Titular desta autorizagao devera contactar a administ acao daunidade a de CONFIRMAR

AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas
[1 A pesquisadora devera fazer contato com a coordenacéo regional do TAMAR PE/RN para programar capacitacdo para a coleta de sangue.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF |Descricdo do local Tipo
1 PE Praias do municipio do Ipojuca Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

i Atividade TaXONS
1 | Captura de animais silvestres in situ Eretmochelys imbricata
2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Eretmochelys imbricata
Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidadecientifica)foiexpedidocombasena Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do

cédigo de autenticagao abaixo, qualquer cidadao poder verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/I[CMBIio na

Cadigo de autenticagdo: 16355683 ||| Hl
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
NUmero: 45623-1 Data da Emissao: 26/09/2014 08:19 Data para Revalidacao*: 26/10/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagé@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Thyara Noely Simbes CPF: 074.471.124-02

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DA PRESENGA DE METAIS PESADOS EM OVOS, SANGUE E ALGAS ASSOCIADAS NAS TARTARUGAS
(Linnaeus, 1766) NO LITORAL SUL DO MUNICIPIO DO IPOJUCA, BRASIL

MARINHAS DA ESPECIE Eretmochelys imbricata
Nome da Institui¢céo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

Material e métodos

1 |Amostras biologicas (Tartarugas marinhas) Outras amostras biolégicas(cascas de ovos e algas associados no casco), Sangue
2 | Método de captura/coleta (Tartarugas marinhas) Captura manual
3 | Método de marcacdo (Tartarugas marinhas) Foto-identificacdo, Anilha

Destino do material bioldgico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 |UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

. iy SIODIN . centfficalfor . . A O5A/2007—Atrave

cédigo de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na
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Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizag&o e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
NUmero: 45623-1 Data da Emissao: 26/09/2014 08:19 Data para Revalidacao*: 26/10/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagédo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: Thyara Noely Simbes CPF: 074.471.124-02

Titulo do Projeto: AVALIACAO DA PRESENCA DE METAIS PESADOS EM OVOS, SANGUE E ALGAS ASSOCIADAS NAS TARTARUGAS

LMARINHAS DA-ESPEGIE Eretmochelys-imbricata{Linnaeus-1766) NO-LITORAL- SUL- DO MUNIGIRIO DO IROJUCA, BRASH
Nome da Instituicdo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

Registro de coleta imprevista de material biol6égico
De acordo com a Instrucdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biol6égico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em cole¢do bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colec6es Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data




Este documento (Autorizagdo para atividades com
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finalidadecientifica)foiexpedidocombasena Instrugdo Normativa n°154/2007.

Através do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sishio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Caodigo de autenticacdo: 16355683
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
NUmero: 45623-1 Data da Emissao: 26/09/2014 08:19 Data para Revalidacao*: 26/10/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autoriza¢é@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Thyara Noely Simbes CPF: 074.471.124-02

Titulo do Projeto: AVALIACAO DA PRESENCA DE METAIS PESADOS EM OVOS, SANGUE E ALGAS ASSOCIADAS NAS TARTARUGAS

LMARINHAS DA ESPEGIE Eretmochelys imbricata-(Linnaeus,1766) NO LITORAL SUL DO MUNIGIRIO DO IROJUCA BRASH
; ,

Nome da Instituicdo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na
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Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).




ANEXO I

Requlamentacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 €351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb. ufpe . br

Recife, 01 de abril de 2015.

Oficio n° 26/15

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof. Cristiano Aparecido Chagas

Nucleo de Biologia — Centro Académico de Vitéria
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.054310/2014-70

Os membros da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Avaliacdo da presenca de metais pesados em
ovos, sangue e algas associadas de tartarugas marinhas da espécie
Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766) no litoral sul do municipio do Ipojuca,
Brasil”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: praias de Ipojuca-PE; Animais:
répteis; Linhagem: Eretmochelys imbricata; Peso: K /7
150kg; Sexo: fémeas; N° total de animais: 20.
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CCB: Integrar para desenvolver



